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82羟基脱氧鸟苷在污染物遗传毒性研究中的应用分析
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　　遗传毒性是环境毒理学研究的一项重要内容。遗传

毒性可以由多种环境因素 ,经过多种生物学机制引起。

外源性氧化性环境污染物进入体内所致的生物大分子的

氧化损伤 ,是遗传毒性最为常见的生物学机制之一。主

要表现为生物大分子 (如 DNA、蛋白质、脂类等 )氧化损

伤 ,以及随之发生的结构和功能改变 ,并最终导致基因突

变、细胞癌变及生成肿瘤等现象〔1〕。 82羟基脱氧鸟苷 ( 8 2

hydroxy22′2deoxyguanosine, 82OH dG)是活性氧自由基 (如

羟自由基、单线态氧等 )攻击 DNA 分子中的鸟嘌呤第 8

位碳原子而产生的一种氧化性加合物 ,它是活性氧基团

引起的 DNA氧化损伤修饰产物之一。它可以进一步导

致碱基错配 ,基因突变 ,进而改变基因表达产物的结构和

功能。82OHdG可以通过高灵敏度、高选择性的检测手段

来测定 ,目前已成为 DNA氧化损伤及遗传毒性研究中最

常采用的生物标志物之一。

1　82OHdG在遗传毒性研究中的作用

1. 1　82OHdG的生成、修复和危害

DNA的氧化损伤可导致衰老、肿瘤及相关疾病。许多

致突剂和致癌剂也会造成氧化损伤 ,由于 DNA在细胞复制

过程中起着重要的信息传递作用 ,因此它的氧化损伤也引起

了人们的重视〔2〕。自由基一直被认为是引起 DNA损伤的主

要因素之一。羟自由基和超氧阴离子能直接与 DNA分子反

应 ,导致 DNA链断裂、碱基修饰和 DNA蛋白交联等氧化性

DNA损伤 ,其中最主要的致突变性损伤反应是鸟嘌呤上 C28

与 2OH结合 ,产生 82OHdG。82OHdG可被机体特异性 DNA

修复酶剪切清除并经肾脏随尿排泄 ,其含量反映机体氧化损

伤程度 ,既是个体接触标志物 ,又是效应标志物〔3〕。它一旦

逃避了机体自身修复 ,就可能成为致突变、致畸、致癌的启动

因子。因为它是一种内源性诱变剂 ,具有突变倾向 ( G: C -

T: A颠换 ,见图 1) ,通常认为它是活性氧引起突变和癌症的

一个可能原因〔4〕。文献〔5〕报道 ,基因组中高含量的 82OHdG

可导致 DNA修复能力丧失和修复时密码错译。Floyd等〔6〕

研究发现目标组织中 82OHdG的量的改变可引起某些癌基

因的异常表达。

1. 2　82OHdG的代谢特性和实用意义

82OHdG在体内稳定存在 ,为代谢终产物 ,且只能通过

DNA氧化损伤途径形成 ,并可通过分析其在细胞核 DNA及

线粒体 DNA中的含量来反映体内 DNA氧化损伤 ,体液中 82

OHdG水平不受饮食等因素影响 ,不是细胞更新结果 ,是目

前国际上公认的一种新型评价 DNA氧化损伤和氧化应激状

态敏感的生物标志物〔7〕。因此测定机体 82OHdG含量对评

估体内氧化损伤和修复程度 ,氧化应激与 DNA损伤相互关

系 ,研究退行性疾病、衰老机制、癌发生机制、环境毒物、慢性

炎症性疾病与氧化应激的关系等均有重要的意义 ,也可以用

来评价抗氧化剂治疗 DNA氧化损伤的效果。目前 ,国内外

主要检测各种组织 DNA、血液和尿液中的 82OHdG,用来阐

明某些疾病的发病机制和探索新治疗方法 ,并取得了很好的

进展〔8〕。

图 1　82OHdG导致点突变的机制
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　　甲醛是一种常见的遗传毒物 ,它的遗传毒性可能存在 4

类分子机理〔9〕: ①细胞分裂期染色体断裂和姐妹染色单体交

换。②甲醛作为酶类抑制剂 ,对 DNA 分子的间接氧化损伤。

例如甲醛可以抑制超氧化物歧化酶 ( SOD ) ,使细胞内氧自由

基的清除不力 ,在组织中的含量增高 ,间接导致 DNA 分子的

氧化损伤 ,引起 DNA 碱基突变。③对 p53基因的作用 ,有研
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究表明 p53基因突变和突变型 p53蛋白的形成也与甲醛的

遗传毒性有关 , 因为突变的形成导致了 p53蛋白抑癌功能丧

失。④甲醛作为强氧化剂对 DNA 分子的直接氧化 ,形成 8

-羟基脱氧鸟苷 ,直接引起 DNA碱基突变。

82OHdG为鸟嘌呤氧化的产物 ,在 8号位置上多接了一

个羟基。一般而言 , G在碱基配对时会和 C以三个氢键接在

一起 ,但 82OHdG因接了一个羟基而变得可以跟 A之间以两

个氢键接在一起 ,这种错误配对如果未在 DNA复制前修补

而就进行复制 ,就会造成子细胞 G: C到 T: A的点突变。

1. 3　应用 82OHdG研究污染物遗传毒性举例

潘洪志等〔10〕利用 CdCl2 使大鼠造成镉中毒 ,检测大鼠血

清和肝脏中抗氧化酶活力 ,并测定肝细胞 DNA中 82OHdG含

量 ,结果发现与空白对照组相比 ,染毒组大鼠血清和肝匀浆

的超氧化物歧化酶活性、谷胱甘肽过氧化物酶活力下降 ,丙

二醛含量升高 ,肝脏内 82OHdG含量明显升高 ,在统计学上

有显著性差异 ( P < 0101)。

袭著革等〔11〕对烹调油烟雾染毒的小牛胸腺 DNA 及

W istar大鼠气管灌注染毒的肺组织 DNA中 82OHdG进行定

量检测 ,发现烹调油烟雾的各组分 ,包括油烟冷凝物、残留

油、油烟颗粒物、油烟挥发性有机物均能诱导 DNA氧化产生

82OHdG,产生量的顺序为残留油 >冷凝物 >油烟颗粒物 >

油烟挥发性有机物 ,表明烹调油烟雾具有明确的遗传毒性 ,

可诱导核酸氧化产生加合物 82OHdG,其机制可能是烹调油

混合污染物中存在痕量金属离子如 Fe2 + 、Cu2 +等 ,介导 Fen2

ton反应生成羟自由基 ,直接进攻 DNA造成氧化损伤。

何天稀〔12〕等采用 HPLC2UV与反相 C28柱 ,以 50 mmol/

L的 KH2P04 (pH515) - 10%的甲醇作为洗脱液 ,同步快速检

测了 21位健康人与 90位胃癌病人胃粘膜活检组织中的脱

氧鸟苷和 82羟基脱氧鸟苷的量 ,检测发现病人胃粘膜活检组

织中的 82OHdG含量远远高于健康人。

袭著革等〔13〕研究了环境污染物甲醛对 DNA分子的

损伤效应 ,发现在体外模拟条件下甲醛单独染毒 DNA后

8 2OH dG生成量比空白值略高 ,说明在体外对 DNA 只造

成弱的氧化损伤 ,但在铁离子介导下 , DNA中 82OHdG水

平显著升高 ,大于甲醛和 Fe2 +单独作用之和。动物实验

结果表明甲醛诱导大鼠肺组织 DNA生成 82OH dG,且呈现

随剂量增加而增高的趋势 ,说明甲醛有较强的遗传毒性 ,

提示了甲醛潜在致癌效应的一条可能途径。但袭著革

等〔14〕同期对乙醛诱导 DNA氧化损伤研究结果显示 ,乙醛

在大鼠体内诱导产生的 82OHdG与空白相比未见显著性

差异 ,认为体内代谢条件下乙醛对核酸毒性效应是通过

其它途径实现的。

2　82羟基脱氧鸟苷的检测方法

82OHdG的检测方法很多 ,目前较常用的有 32 P后标记检

测法 ,高效液相色谱 2电化学检测器分析法 (HPLC2ECD ) ,气

质联用分析法 ( GC2MS) ,高效毛细管电泳法 (HPCE) ,免疫组

化法 ( Immunohistochem istry, IHC ) , 酶 联 免 疫 吸 附 法

( EL ISA)。

2. 1　32 P后标记检测法
32 P后标记技术由 Randerath和 Gup ta等人于 1981 ～

1982年首先建立 ,其操作过程包括 : DNA的水解、标记、层析

分离、放射自显影。具有灵敏度高 (最小检测限可达 1个 82

OHdG/106核苷 )、样品用量少、应用范围广等优点。潘洪志

等〔15〕应用此法测定正常小鼠各组织中 82OHdG的含量 ,发现

肝中水平最高 ,肾中水平最低。但该法的特异性有待提高 ,

且 32 P为放射性元素 ,易造成环境污染 ,还会对实验人员本身

造成放射性损害。

2. 2　高效液相色谱 2电化学检测器分析法

HPLC2ECD法是将 DNA酶水解样品用 HPLC分离后用

ECD测定 ,是 1988年由 Floyd等〔6〕提出的 ,是一种定量测定

82OHdG的有效方法。HPLC2ECD在检测 82OHdG中得到了

广泛的使用 ,具有较高的灵敏度 ,其最低检测限大约为 20

fmol/μmol核苷 ,需样品量小 ,是非损伤性的 ,快速而且选择

性好 ,对组织细胞 DNA及尿中 82OHdG均可检测 ,是目前应

用广泛、较为成熟的方法。逢兵〔16〕等应用此技术对 52名男

性不育患者精子 DNA中 82OHdG进行测定 ,结果提示精子

DNA中 82OHdG与精液质量存在一定相关性 ,表明精液量下

降与精子 DNA损伤存在一定联系。缺点是存在 DNA的不

完全酶解 ,可导致检测值比真实值偏高。

2. 3　气质联用分析法

GC2MS即将气相色谱仪与质谱仪联合使用的一种检测

方法 ,可为 DNA损伤中的氧化产物的鉴定提供灵敏而明确

的结果。特别是利用选择性离子扫描方式进行定量分析 ,可

以满足尿样中低浓度 82OHdG含量测定。梅素容〔17〕等利用

此法测定尿中 82OHdG含量 ,发现癌症病人尿中 82OHdG排

放水平明显高于正常人。然而由于质谱仪价格昂贵 ,该方法

在一般实验室还难以应用。同时 DNA碱基必须首先进行衍

生化反应 ,且这一过程容易导致副产物的形成 ,从而导致假

阳性结果。

2. 4　高效毛细管电泳法

HPCE法利用 82OHdG与其它脱氧鸟苷在电场中泳动方

向和速率的不同而进行分离 ,应用保留时间进行定性 ,通过

外标法进行定量。张霞〔18〕等用此法测定 Ⅱ型糖尿病患者尿

中 82OHdG含量 ,得出“82OHdG与糖尿病肾病 (DN )程度呈

正相关 ”的结论。该法进样量小、分离效率高、保留时间短 ,

比 HPLC分离更为迅速 ,使用紫外检测器灵敏度较低 ,改用

电化学检测器后灵敏度大大提高。该法目前应用也较广泛 ,
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但同样存在 DNA的不完全酶解缺陷 ,而且易受样品中其他

共洗脱物质的干扰 ,实验重现性差。

2. 5　免疫组化法

IHC技术利用抗原与抗体特异性结合的原理 ,通过化学

反应使标记抗体的显色剂显色来确定组织细胞内抗原 (多肽

和蛋白质 ) ,对其进行定位、定性及定量研究。王迎春〔19〕等

用此法检测 82OHdG在大鼠肾脏和肾上腺中的表达 ,结果表

明关木通可引起肾上腺皮质增生和肾损害 ,肾上腺损害早于

肾损害。该法存在抗体交叉反应。同时该方法试剂昂贵 ,实

验操作步骤复杂 ,技术水平要求较高。

2. 6　酶联免疫吸附法

E ILSA检测法应用单克隆抗体技术 ,具有很高的灵敏度

和很好的重现性。是目前国内外生物学实验室广泛使用的

一种方法。市面上有相应的试剂盒出售。此法不用对 DNA

分解处理 ,不需要较昂贵的仪器 ,特异性强 ,测定时间短 ,样

品预处理程序简单 ,是一种在基层单位很有应用前景的检测

方法。2001年郑全美等〔20〕、2002年孙贵范等〔21〕均利用 82

OHdG特异性单克隆抗体试剂盒 ,结合酶标仪对正常人尿样

中 82OHdG进行定量测定 ,发现该数值在不同性别间存在显

著差异 ,女性正常值显著大于男性。

3　结论

我们的生活环境有许多物理、化学因子 ,如电离辐射、化

学致突变剂等 ,可在人和动物体内产生大量活性氧自由基 ,

进而引起 82OHdG的生成 ,从而导致多种与 DNA氧化损伤有

关的退行性疾病和癌症的发生 ,因此测定 82OHdG的表达水

平对了解 DNA氧化损伤及遗传毒性在疾病的发生和发展过

程中的作用具有重要意义。

对上述 6种 82OHdG的检测方法的综述可以发现 ,酶联

免疫吸附法具有很高的灵敏度、特异性和很好的重现性 ,且

操作简单 ,条件要求并不复杂 ,可以考虑为基层实验室进行

相关研究的首选技术。
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